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RESUMO 
 
A doença da urina do xarope do bordo (DXB) é um distúrbio metabólico 
hereditário em que ocorre o acúmulo dos aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina, e de seus α-cetoácidos 
de cadeia ramificada (CACR) α-cetoisocaproico, α-cetometilvalérico e α-
cetoisovalérico. Pacientes com DXB podem apresentar, entre outros 
sintomas, prejuízo neurológico. No entanto, a fisiopatologia subjacente a 
este dano cerebral permanece pouco esclarecida. Muitas estratégias 
terapêuticas, incluindo antioxidantes, são estudadas na tentativa de 
contribuir para o tratamento destes pacientes. Neste contexto, os ácidos 
graxos (AG) da família ômega-3, conhecidos por atuarem na estrutura e 
manutenção do sistema nervoso central, estão sendo amplamente 
estudados e recomendados para gestantes. Adicionalmente ao seu papel 
estrutural, estes AG são utilizados por atuarem como anti-inflamatórios e 
antioxidantes. O objetivo do presente estudo foi investigar, mediante dois 
protocolos de administração, os efeitos do ômega-3 sobre o dano ao DNA, 
através do ensaio cometa, em hipocampo, estriado e córtex cerebral da 
prole de ratos com DXB. No primeiro protocolo, investigou-se a 
suplementação materna com ômega-3 (0,8 g/kg peso corporal) durante o 
período pré-natal e seus efeitos sobre a prole. No segundo protocolo, 
investigou-se o tratamento de ratos infantes com ômega-3 (0,1 g/kg peso 
corporal) no período pós-natal. O modelo crônico de DXB aplicado à 
prole foi induzido quimicamente pelo pool de AACR (15,8 µL/g peso 
corporal). Os resultados mostraram que a suplementação materna com 
ômega-3 durante o período pré-natal não preveniu os danos causados ao 
DNA no cérebro da prole com DXB. Por outro lado, quando o ômega-3 
foi utilizado como tratamento pós-natal, esse reverteu os danos ao DNA 
nas estruturas cerebrais hipocampo, estriado e córtex dos ratos com DXB. 
De acordo com estes resultados, pode-se concluir que os metabólitos 
acumulados na DXB causam dano ao DNA e que o ômega-3 apresentou 
efeito protetor quando administrado no período pós-natal. Assim, sugere-
se que o ômega-3 possa ser utilizado como um possível adjuvante ao 
tratamento da DXB.  
 
Palavras-chave: ácidos graxos ômega-3; aminoácidos de cadeia 
ramificada; antioxidante; dano ao DNA; doença da urina do xarope do 
bordo. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
ABSTRACT 
 
Maple syrup urine disease (MSUD) is an inherited metabolic disorder in 
which there is an accumulation of the branched-chain amino acids 
(BCAA) leucine, isoleucine and valine, as well as branched chain α-
ketoacid (BCKD) α-ketoisocaproic, α-ketometilvaléric and α- 
ketocetoisovalérico. MSUD patients can present, among other symptoms, 
neurological impairment. However, the underlying pathophysiology of 
this brain damage remains obscure. Many therapeutic strategies, 
including antioxidants, studied in an attempt to contribute to the treatment 
of these patients. In this context, fatty acids (FA) of the omega-3 family, 
known to act on the structure and maintenance of the central nervous 
system are being widely studied and recommended for pregnant. In 
addition to their structural role, these FA used because they act as anti-
inflammatories and antioxidants. The aim of this study was to investigate 
the effects of omega-3 by means of two administration protocols on DNA 
damage in rats with MSUD. The aim of this study was to investigate, by 
means of two administration protocols, the effects of omega-3 on DNA 
damage by the comet assay in the hippocampus, striatum and cerebral 
cortex of rat offspring with MSUD. In the first protocol, we investigated 
the maternal supplementation with omega-3 (0.8 g/kg body weight) 
during the prenatal period and their effects on the offspring. In the second 
protocol, we investigated the treatment of infant rats with omega-3 (0.1 
g/kg body weight) on postnatal period. The chronic model MSUD 
offspring were applied to chemically induced by the BCAA pool (15.8 
µL/g body weight). The results showed that maternal supplementation 
with omega-3 during the prenatal period did not prevent the damage to 
the DNA in the MSUD offspring's brain. On the other hand, when omega-
3 was used as postnatal treatment, the reversed DNA damage in brain 
structures hippocampus, striatum and cortex of MSUD rats. According to 
these results, it can be concluded that metabolites accumulated in MSUD 
cause DNA damage and that omega-3 showed a protective effect when 
administered in the postnatal period. Thus it is suggested that omega-3 
can be used as a possible adjuvant to treatment of MSUD. 
 
Keywords: antioxidant; branched-chain amino acids; DNA damage; 
maple syrup urine disease; omega-3 fatty acids. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 
 
O primeiro relato sobre erros inatos do metabolismo (EIM) foi 
feito por Archibald Garrod no início do século XX, onde ele descreveu a 
alcaptonúria, doença no qual indivíduos afetados excretam grandes 
quantidades de ácido homogentísico na urina. Garrod observou o 
surgimento de novos distúrbios relacionados a alterações genéticas e que 
envolviam o acúmulo de outras substâncias nos fluidos biológicos dos 
pacientes. Ele, então, postulou que estas doenças resultam da síntese 
qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteína, de caráter 
enzimático ou não, pertencente ao metabolismo (Scriver et al., 2001). 
Com base nestas informações, foi proposto que a deficiência enzimática 
gera um bloqueio metabólico e, como consequência deste bloqueio, 
ocorre o acúmulo de precursores da reação, com a formação de rotas 
metabólicas alternativas e deficiência de produtos importantes ao 
organismo (Bickel, 1987). 
Os EIM, quando analisados de forma individual, são considerados 
raros. Entretanto, quando analisados em conjunto são frequentes e podem 
atingir um em cada mil nascidos vivos. Este grupo de doenças 
corresponde a aproximadamente 10 % de todas as doenças genéticas e, 
atualmente, já foram descritos mais de 500 distúrbios, incluindo defeitos 
de síntese, degradação, transporte e armazenamento de moléculas no 
organismo (Jimenez-Sanchez et al., 2001). A ausência ou a grave 
deficiência de uma atividade enzimática gera um bloqueio metabólico, 
que por sua vez resulta no acúmulo de substratos e seus derivados. De 
acordo com a rota metabólica afetada, este bloqueio pode gerar 
manifestações clínicas variáveis, geralmente provocando sintomas 
graves, e na maioria das vezes afetam o sistema nervoso central (SNC) 
(Scriver et al., 2001). Os EIM podem ser divididos em duas principais 
categorias. A categoria 1 engloba as doenças que envolvem apenas um 
sistema funcional ou que afetam um único órgão ou sistema anatômico. 
Os pacientes apresentam sintomas uniformes e o diagnóstico geralmente 
é fácil. Por outro lado, a categoria 2 abrange um grupo de doenças em que 
o defeito bioquímico afeta uma via metabólica comum a diversos órgãos 
ou restrito a apenas um órgão, porém com manifestações humorais e 
sistêmicas. As doenças da categoria 2 apresentam diversidade clínica e 
acarretam grande dificuldade diagnóstica (Saudubray e Charpentier, 
1995).  
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1.2 DOENÇA DA URINA DO XAROPE DO BORDO 
 
1.2.1 Histórico 
 
A doença da urina do xarope do bordo (DXB) foi descrita por 
Menkes et al. (1954) após observarem quatro pacientes com uma doença 
neurológica degenerativa, caracterizada por edema cerebral, convulsões, 
espasticidade e sofrimento respiratório. O início dos sintomas se deu na 
primeira semana de vida e morte até o terceiro mês. O nome da doença 
foi proposto porque a urina destes pacientes possuía forte odor de açúcar 
queimado. Em 1957, Westall et al. observaram outro paciente e 
encontraram concentrações elevadas dos aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina na urina. Em 1959, 
Menkes conseguiu isolar os α-cetoácidos de cadeia ramificada (CACR), 
derivados destes AACR, da urina dos pacientes com DXB. 
Posteriormente, foi demonstrado por Dancis et al. (1960) que o bloqueio 
metabólico na DXB ocorre na descarboxilação dos CACR.  
 
1.2.2 Etiologia 
 
A DXB (OMIM #248600) é um distúrbio metabólico de herança 
autossômica recessiva (Danner e Elsas, 1989; Nobukuni et al., 1991) 
causado pela deficiência na atividade enzimática do complexo 
desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada (CDCCR; E.C. 
1.2.4.4) e apresenta uma incidência mundial de aproximadamente 1 em 
cada 185.000 nascidos vivos (Chuang e Shih, 2001). O bloqueio 
metabólico que ocorre nesta doença leva ao acúmulo dos AACR leucina, 
isoleucina e valina e dos CACR α-cetoisocaproico (CIC), α-
cetometilvalérico (CMV) e α-cetocetoisovalérico (CIV) (Figura 1). Estas 
substâncias são indiretamente responsáveis pelo odor urinário anormal 
apresentado pelos pacientes (Menkes, 1959; Chuang e Shih, 2001). 
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Figura 1. Rota catabólica dos aminoácidos de cadeia ramificada 
(AACR) leucina, isoleucina e valina. Na reação (1), ocorre transaminação 
reversível pela enzima aminotransferase dos AACR. Na reação (2), ocorre a 
descarboxilação oxidativa dos α-cetoácidos de cadeia ramificada e esterificação 
da coenzima A pelo complexo desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia 
ramificada. Em destaque, está demonstrado o bloqueio metabólico que ocorre na 
doença da urina do xarope do bordo (DXB), devido à deficiência do complexo 
desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada. Adaptado de Chuang e 
Shih, 2001.  
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1.2.3 Metabolismo dos aminoácidos de cadeia ramificada   
 
Os AACR leucina, isoleucina e valina são aminoácidos essenciais 
constituídos por quatro ou mais átomos de carbono, cuja cadeia carbônica 
é ramificada por uma metila na posição 3 ou 4. São provenientes da dieta, 
e em indivíduos normais correspondem a aproximadamente 40 % dos 
aminoácidos essenciais e 35 % dos aminoácidos considerados 
indispensáveis para o tecido muscular (Schadwaldt e Wendel, 1997). 
Estes aminoácidos estão envolvidos na manutenção da proteína corporal 
e no fornecimento de nitrogênio para a síntese de neurotransmissores 
(Tom e Nair, 2006), além de servirem como substratos energéticos para o 
musculo esquelético, rins, coração, tecido adiposo e cérebro 
(Schadewaldt e Wendel, 1997). 
A via de catabolismo dos AACR inicia com o transporte destes 
aminoácidos através do sistema de transporte L localizado na membrana 
plasmática, para dentro da célula. Quando os AACR chegam ao interior 
das células, sofrem três passos iniciais comuns na via metabólica. No 
primeiro passo, ocorre uma transaminação reversível que é catalisada pela 
aminotransferase de cadeia ramificada (E.C. 2.6.1.42). Esta enzima se 
apresenta nas isoformas, citosólica e mitocondrial, e produz os CACR, 
CIC proveniente da leucina, CMV proveniente da isoleucina e CIV 
proveniente da valina. Os CACR são translocados, por um translocador 
específico, para o interior da mitocôndria onde sofrem descarboxilação 
oxidativa irreversível, catalisada pelo CDCCR. A reação produz os 
respectivos acil-CoAs ramificados que são metabolizados por vias 
específicas. Os produtos finais do metabolismo da leucina, da valina e da 
isoleucina são acetil-CoA e acetoacetato, succinil-CoA e acetil-CoA e 
succinil-CoA, respectivamente. Os AACR podem ser tanto cetogênicos 
quanto glicogênicos e são precursores para a síntese de ácidos graxos, 
colesterol e como substrato energético via succinil-CoA e acetoacetato 
(Chuang e Shih, 2001). 
 
 1.2.4 CDCCR 
 
Nas células dos mamíferos o CDCCR está localizado na membrana 
interna da mitocôndria (Yeaman, 1986; Chuang e Shih, 2001). Este 
complexo atua no processo de descarboxilação dos CACR provenientes 
da transaminação dos AACR (leucina, isoleucina e valina) (Parrella et al., 
1994; Chuang e Shih, 2001). O fígado é responsável por 
aproximadamente 15 % da atividade enzimática deste complexo (Strauss 
29 
 
 
 
et al., 2006). O fluxo dos AACR usados como substrarto energético é 
regulado pela atividade do CDCCR, sendo este o passo irreversível da via 
catabólica. Os três componentes catalíticos que compõem este complexo 
são uma -cetoácido descarboxilase de cadeia ramificada 
heterotetramérica (2β2), chamada de E1, uma di-hidrolipoil trasacilase 
(24 subunidades idênticas), chamada de E2, e uma di-hidrolipoamida 
desidrogenase homodimérica, chamada de E3. Este complexo também 
apresenta uma enzima cinase e uma fosfatase específicas que regulam sua 
atividade através da fosforilação/desfosforilação de dois resíduos de 
serina da subunidade E1 (Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner, 
1994). Os produtos obtidos ao final da reação da desidrogenase dos 
CACR são um acil-CoA de cadeia ramificada, um CO2 e um dinucleotídio 
de adenina e nicotinamida na forma reduzida (NADH) (Danner et al., 
1979). 
 
1.2.5 Manifestações clínicas  
 
A atividade residual do complexo enzimático é responsável pelos 
diferentes fenótipos clínicos apresentados pelos pacientes com DXB.  
Atualmente, são conhecidos cinco fenótipos clínicos que compreendem 
as formas clássica, intermediária, intermitente, responsiva à tiamina e 
deficiência da lipoamida desidrogenase-E3. Destes, a forma clássica é a 
mais comum e mais grave. Os demais fenótipos clínicos são variantes e 
as manifestações clínicas moderadas (Tabela 1) (Chuang e Shih, 2001; 
Serra et al., 2010). A atividade residual do CDCCR na forma clássica é 
de 0-2 %, e as principais manifestações clínicas apresentadas pelos 
pacientes incluem cetoacidose, hipoglicemia, recusa alimentar, 
opistótono, bem como disfunção neurológica, convulsões, hipotonia, 
irritabilidade, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e deficiência 
intelectual (Chuang e Shih, 2001; Simon et al., 2006).  
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Tabela 1. Classificação dos fenótipos clínicos da DXB com base nas 
manifestações clínicas e na atividade enzimática do CDCCR. 
 
Fenótipo 
clínico  
                Manifestações  
                      clínicas  
Atividade 
enzimática  
 
Clássica 
 
 
Letargia, recusa alimentar, alterações 
neurológicas progressivas, cetose, 
hipoglicemia, convulsões e coma 
 
0-2 %  
 
Intermediário  
 
Atraso no desenvolvimento e/ou 
convulsões e cetoacidose  
 
0-30 %  
 
Intermitente  
 
Episódios de ataxia/cetoacidose 
precipitado por infecções  
 
5-20 %  
Responsivo a 
tiamina  
 
Similar à forma intermediária  
 
2-40 %  
 
Deficiência de 
E3  
 
Sem sintomas neonatais, hipotonia, 
acidose láctica e atraso no 
desenvolvimento neuropsicomotor 
 
0-25 %  
 
 Adaptado de Chuang e Shih (2001).  
 
1.2.6 Achados neuropatológicos  
 
Grande parte dos pacientes com DXB apresenta encefalopatia com 
edema cerebral generalizado. Adicionalmente, há estudos que mostram 
hipodensidade difusa do globo pálido e tálamo, afetando a substância 
branca e sugerindo hipomielinização (Treacy et al., 1992). A fase aguda 
do edema pode levar a atrofia cerebral, sendo o trato piramidal da medula 
espinhal, a mielina que circunda o núcleo dentado, o corpo caloso e os 
hemisférios cerebrais os mais afetados. Nos núcleos da base e substância 
negra, também foram observados perda neuronal considerável (Chuang e 
Shih, 2001). Exames radiológicos apontam sinais aumentados em 
neuroimagens (T2) que mostram modificações no conteúdo aquoso na 
substância branca indicando possível desmielinização. Das áreas 
cerebrais observadas, o mesencéfalo, o tronco cerebral, o tálamo e o globo 
pálido são as mais afetadas (Schonberger et al., 2004), além destas áreas 
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foram observadas alterações nas cápsulas internas do limbo posterior e na 
corona radiata (Myers et al., 2012).  
 
1.2.7 Fisiopatologia do dano neurológico 
 
A fisiopatologia dos achados neurológicos e dos danos cerebrais 
apresentados pelos pacientes com DXB ainda é pouco conhecida. No 
entanto, o aumento dos níveis plasmáticos de leucina parece estar 
associado ao aparecimento de sintomas neurológicos. A leucina e o CIC 
são considerados os principais metabólitos neurotóxicos na DXB 
(Snyderman et al., 1964; Chuang e Shih, 2001). Em um estudo com 
homogeneizados de cérebro de ratos realizado por Tashian (1961), foi 
demonstrado que o CIC, o CIV e a leucina e, em menor grau os 
hidróxiácidos inibem competitivamente a atividade da enzima glutamato 
descarboxilase. Além disso, foi demonstrado em cultura de astrócitos que 
o excesso de CIC reduz pela metade o conteúdo de glutamato, 
aumentando a velocidade de sua oxidação (Yudkoff et al., 1993; Huang 
et al., 1996; Zielke et al., 1997). Adicionalmente, estudos apontam para 
uma diminuição da captação de glutamato por vesículas sinápticas em 
cérebro de ratos jovens. Nestes estudos foi demonstrado que os AACR e 
os CACR inibem a captação de glutamato em concentrações similares a 
de pacientes em episódio de descompensação metabólica (Reis et al., 
2000; Tavares et al., 2000). Foi também demonstrada uma diminuição 
acentuada no número de receptores pós-sinápticos ácido gama-
aminobutírico da classe A (GABAA) em um modelo animal de DXB em 
bovinos (Dodd et al., 1992).  
Dos três α-cetoácidos envolvidos na DXB, o CIC é o mais tóxico 
(Gibson e Blass, 1976). Ele inibe o consumo de oxigênio cerebral e 
provoca deficiência na formação de mielina em cerebelo de ratos. A 
elevação sérica de leucina e de CIC no espaço extracelular interfere na 
concentração de aminoácidos, como a metionina, valina, isoleucina, 
triptofano, tirosina, fenilalanina e glutamima, transportados para o SNC 
através do transportador dos aminoácidos neutros grandes (sistema L) 
(Araújo et al., 2001). Desta forma, a diminuição na concentração cerebral 
de alguns aminoácidos pode afetar a biossíntese de neurotransmissores 
cerebrais, como as catecolaminas e a serotonina (Huang et al., 1996; 
Zielke et al., 1997). Nesse sentido, achados mostraram que o excesso de 
leucina na dieta provoca diminuição de serotonina cerebral (Yuwiler e 
Geller, 1965). 
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Foi relatada a ocorrência de apoptose em cultura de fibroblastos de 
pele de um paciente com DXB, quando exposto a quantidades de AACR 
e CACR semelhantes às encontradas em pacientes (Jouvet et al., 2000a; 
Jouvet et al., 2000b). Funchal et al. (2004a) demonstraram, em cultura de 
astrócitos, que os CACR desencadeiam a morte celular em concentrações 
semelhantes as observadas em pacientes em estado de descompensação 
metabólica (Funchal et al., 2002; Pessoa-Pureur et al., 2002; Funchal et 
al., 2004b).  
Também tem sido postulado que o déficit energético cerebral, 
especialmente durante crises de descompensação metabólica, pode 
contribuir para a lesão cerebral. Desta forma, Gibson e Blass (1976) 
demonstraram que -cetoácidos CIC, CIV e CMV inibem a oxidação da 
glicose e a síntese de acetilcolina, lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos 
em fatias de cérebro de ratos. Também inibem a enzima ácido graxo 
sintase, a oxidação do piruvato, o transporte mitocondrial de piruvato, a 
atividade do complexo piruvato desidrogenase e a atividade da enzima -
cetoglutarato desidrogenase em cérebro de ratos. Estudo realizado por 
Scaini et al. (2012a) demonstraram que a administração aguda e crônica 
de AACR aumentou a atividade da acetilcolinesterase em cérebro de 
ratos. Além disso, os mesmos autores demonstraram que este aumento foi 
prevenido pela coadministração dos antioxidantes N-acetilcisteína (NAC) 
e desferroxamina (DFX). Também foi descrito que a leucina seria 
responsável pela hipoglicemia apresentada pelos pacientes com DXB, 
visto que este aminoácido estimula a secreção de insulina pelo pâncreas 
(Panten et al., 1972). 
Alguns estudos realizados in vitro observaram alterações na 
homeostase mitocondrial causadas pelos AACR e CACR e sugerem que 
possa haver relação com o dano cerebral observado nos pacientes. Neste 
contexto, um estudo realizado por Sgaravatti et al. (2003) demonstra um 
efeito inibitório dos CACR sobre a produção de CO2 e sobre a atividade 
do complexo I-III da cadeia respiratória em cérebro de ratos. Em outro 
estudo, foi demonstrado que os AACR reduzem a atividade da creatina 
cinase em homogeneizados de cérebro de ratos (Pilla et al., 2003).  
Ribeiro et al. (2008) observaram que os AACR produziram um efeito 
inibitório sobre a produção de CO2 e sobre os complexos II-III, III e IV 
da cadeia respiratória mitocondrial. Em outro estudo, também in vitro, foi 
demonstrado em preparações mitocondriais de cérebro de ratos jovens 
que o CIC atua como desacoplador da fosforilação oxidativa. Neste 
mesmo estudo, também foi observado que tanto o CIC quanto a leucina 
atuam como inibidores metabólicos (Amaral et al., 2010).  
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Muitos trabalhos apontam o envolvimento do estresse oxidativo na 
fisiopatologia da DXB. Experimentos com animais demonstraram que os 
AACR e os CACR acumulados na DXB estimulam a peroxidação lipídica 
em cérebro de ratos jovens (Fontella et al., 2002). Barschak et al. (2006) 
demonstraram que pacientes com DXB apresentam níveis aumentados de 
marcadores de peroxidação lipídica no plasma. Além disso, foi observado 
que principalmente a leucina e CIC reduzem a capacidade de modulação 
cerebral ao dano causado pelos radicais livres e que a peroxidação lipídica 
estimulada pela leucina pode ser atenuada por antioxidantes como o ácido 
ascórbico (vitaminas C) e tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida 
(GSH) e superóxido dismutase (SOD) (Bridi et al., 2003; Bridi et al., 
2005a; Bridi et al., 2005b). Mescka et al. (2011) observaram que animais 
submetidos a um modelo de DXB induzido quimicamente apresentaram 
aumento nos níveis de peroxidação lipídica, dano a proteínas e 
diminuição da atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa 
peroxidase (GPx), também foi demonstrado que estas alterações foram 
evitadas pela administração de L-carnitina. Ainda utilizando este mesmo 
modelo animal de DXB, Scaini et al. (2012b) relataram dano ao DNA em 
hipocampo e estriado e que a administração dos antioxidantes NAC e 
DFX preveniram este dano. Outros achados mostraram, através de 
estudos in vitro e in vivo em plasma de pacientes com DXB, a presença 
de dano ao DNA e que o tratamento com L-carnitina impediu este dano 
(Mescka et al., 2014; Mescka et al., 2015a). 
Estudos recentes mostram o envolvimento de processos 
inflamatórios na DXB. Um estudo realizado por Simone et al. (2013) 
observou em células de microglia que os AACR  modulam as 
propriedades imunológicas por alterarem a capacidade imunológica da 
resposta pró-inflamatória. Scaini et al. (2014) observaram que o aumento 
de AACR associado ao processo inflamatório pode contribuir para 
ruptura da barreira hematoencefálica (BHE), principlamente por 
aumentar as metaloproteínases de matriz (MMP), MMP-2 e MMP-9. 
Recentemente, foi demonstrado um aumento dos níveis das citocinas pró-
inflamatórias interleucinas (IL) IL-1, IL-6 e interferon gama (IFN-γ) em 
plasma de pacientes com DXB, tratados com dieta de restrição proteica, 
e que o tratamento com L-carnitina reduziu os níveis plasmáticos destas 
citocinas (Mescka et al., 2015b). 
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1.2.8 Diagnóstico  
 
O diagnóstico da DXB consiste basicamente em exames 
laboratoriais. A doença é caracterizada pela identificação de altas 
concentrações de leucina, isoleucina e valina e seus respectivos -
cetoácidos em plasma e urina dos pacientes por cromatografia de 
aminoácidos e ácidos orgânicos. Nos pacientes sem tratamento, a leucina 
é o principal metabólito acumulado, atingindo níveis plasmáticos de até 5 
mM, enquanto a isoleucina e a valina atingem 1 mM (Zielke et al., 1996). 
O diagnóstico confirmatório para DXB pode ser feito através da 
mensuração da atividade do CDCCR em cultura de leucócitos periféricos 
dos pacientes (Peinemann e Danner, 1994). 
A DXB pode ser identificada pela triagem neonatal em que se 
impregna uma gota de sangue em papel filtro para realização de análise 
semiquantitativa por cromatografia de aminoácidos (Brasil, 2002). No 
Brasil, o teste do pezinho fornecido pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 
não contempla a triagem para DXB, sendo necessário realize-lo em 
laboratórios privados (Souza et al., 2002). 
 
1.2.9 Tratamento 
 
O tratamento para DXB pode ser dividido em duas fases: fase 
aguda e fase de manutenção (Serra et al., 2010). Na fase aguda ocorre a 
descompensação metabólica decorrente de estresse fisiológico 
precipitado por infecção, exercícios físicos, febre, jejum prolongado ou 
por qualquer outra situação que estimule o catabolismo, além de ocorrer 
pela ingestão excessiva de proteínas da dieta (Chuang e Shih, 2001; 
Morton et al., 2002; Ramón e Jáuregui, 2005). O tratamento nesta fase 
consiste na redução imediata das concentrações dos AACR, aporte 
nutricional adequado e indução do anabolismo para evitar o catabolismo. 
Em casos mais graves, outras estratégias podem ser utilizadas, como a 
hemodiálise, a diálise peritoneal e a hemofiltração para eliminar os 
compostos acumulados (Calvo et al., 2000; Ramón e Jáuregui. 2005). 
Na fase de manutenção, o tratamento para DXB consiste em uma 
dieta com restrição de AACR, suplementação de fórmula semissintética 
composta por aminoácidos essenciais (exceto os AACR), vitaminas e 
minerais (Jouvet et al., 2001). O objetivo do tratamento é manter os níveis 
plasmáticos de leucina próximos aos valores de referência (entre 77 e 153 
µmol/L) (Lepage et al., 1997) ou entre os limites aceitáveis (entre 100 e 
300 µmol/L) para evitar a ocorrência de danos (Morton et al., 2002). Com 
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a redução do acúmulo de metabólitos tóxicos, principalmente da leucina 
e do CIC, também ocorre a redução de seus efeitos prejudiciais ao SNC 
(Strauss et al., 2010). 
Em casos mais graves, outra estratégia a ser utilizada é o 
transplante hepático, cujo objetivo é restaurar parte da função enzimática 
nos pacientes com DXB, visto que o fígado é o local com maior 
deficiência na atividade do complexo enzimático (Strauss et al., 2006). 
 
1.3 ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) 
 
O DNA é uma biomolécula formada por bases nitrogenadas, uma 
pentose do tipo desoxirribose e grupos fosfato. Esta molécula é vulnerável 
ao ataque de outras moléculas químicas, o que pode resultar em alterações 
nas suas propriedades de codificação (Rao, 2007). Danos no DNA celular 
são considerados grandes ameaças para a estabilidade do genoma e 
podem levar à perda ou amplificação da atividade cromossômica com 
consequente alteração na expressão gênica (Kawanishi et al., 2001; Lee 
et al., 2003). Dentre os principais danos estão a formação de adutos ou 
ligações cruzadas de DNA e suas proteínas e alterações nas bases 
nitrogenadas que levam a alterações nas hélices do DNA (Lee et al., 
2003). Estes danos podem ocorrer através de dois mecanismos principais: 
o primeiro deles ocorre de forma espontânea por moléculas endógenas à 
célula, e o segundo ocorre por outras fontes, como xenobióticos e 
radiação (Rao, 2007).  
Um teste com boa aplicação para avaliar genotoxicidade é o ensaio 
cometa. Este método detecta danos ao DNA causados por agentes 
alquilantes, intercalantes e oxidantes (Silva et al., 2003). Não detecta 
mutações, mas consegue detectar lesões genômicas que, após serem 
processadas, podem acarretar em mutações. Outra aplicação para o ensaio 
cometa é em pesquisas sobre reparo do DNA, uma vez que ele possibilita 
a compreensão de dados cinéticos e sobre o tipo de lesão a ser reparada 
(Gontijo, 2003). 
As espécies reativas são produzidas in vivo por todos os tecidos e 
sua produção em excesso pode danificar o DNA (Halliwell, 2001). O 
aumento na produção de espécies reativas e/ou a diminuição das defesas 
antioxidantes leva ao estresse oxidativo e este, por sua vez, desencadeia 
dano oxidativo em biomoléculas (lipídeos, proteínas e DNA) e até mesmo 
morte celular (Halliwell, 2001; Halliwell e Guteridge, 2007). Quando este 
dano oxidativo ocorre em sequências específicas de DNA pode resultar 
em carcinogênese ou no envelhecimento tecidual (Kawanishi et al., 2001; 
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Nakanishi et al., 2009). Alterações na expressão gênica podem favorecer 
a patogenia de doenças degenerativas relacionadas ao envelhecimento 
(Lee et al., 2004) e a compreensão dos efeitos do estresse oxidativo na 
integridade do DNA é fundamental para o entendimento de várias 
doenças (Sitta et al., 2009). Adicionalmente, processos inflamatórios 
crônicos também podem causar danos ao DNA por liberarem espécies 
reativas que causam instabilidade genômica, induzindo a metilaçao do 
DNA e câncer (Niwa et al., 2010; Ohnishi et al., 2013; Kidane et al., 
2014). 
Em modelos animais de diferentes EIM, foi demonstrado que os 
metabólitos tóxicos acumulados nestas doenças induziram o aumento da 
produção de espécies reativas e a diminuição das defesas antioxidantes 
(Colome et al., 2000; Wajner et al., 2004; Sitta et al., 2011). Neste 
contexto, estudos em modelos animais e em plasma de pacientes com 
DXB demonstraram que os AACR e os CACR acumulados na DXB são 
capazes de causar dano ao DNA celular e que este foi revertido pela 
administração de antioxidantes, indicando que o dano pode ser oxidativo 
(Scaini et al., 2012b; Mescka et al., 2014; Mescka et al., 2015a).  
 
1.4 ÁCIDOS GRAXOS ÔMEGA-3 
 
Os ácidos graxos (AG) poli-insaturados compreendem duas 
grandes famílias, a ômega-6 (n-6) e a ômega-3 (n-3). Estes AG podem ser 
fornecidos pela dieta ou sintetizados a partir de AG essenciais por meio 
de reações de dessaturação e elongação. Enzimas dessaturases, ao oxidar 
dois carbonos da cadeia do AG, formam duplas ligações, enquanto as 
elongases aumentam o tamanho da cadeia carbônica pela adição de dois 
átomos de carbono (Figura 2) (Rosell et al., 2005; Martin et al., 2006; 
Poniedziałek-Czajkowska et al., 2014). Desta forma, o ácido linoleico 
(LA; 18:2n-6), pertencente à família ômega-6, é precursor do ácido 
araquidônico (AA; 20:4n-6) e o ácido α-linolênico (ALA; 18:3n-3) que 
pertence à família ômega-3, é precursor dos ácidos eicosapentaenoico 
(EPA; 20:5n-3) e docosahexanóico (DHA; 22:6n-3) (Poniedziałek-
Czajkowska et al., 2014). Os AG ômega-3 e ômega-6 competem pelas 
mesmas enzimas envolvidas nas reações de dessaturação e elongação, 
porém as enzimas apresentam maior afinidade pelos AG ômega-3 
(Calder, 1997; Teitelbaum e Walker, 2001). A razão ômega-6/ômega-3 
(n-6/n-3) deve ser equilibrada, pois os AG ômega-3, principalmente o 
EPA, são produtores de eicosanoides com características anti-
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inflamatórias, enquanto o ômega-6 AA possui características 
inflamatórias, quando em excesso (Perini et al., 2010).  
As principais fontes alimentares de AG ômega-3 são os peixes de 
água fria, mas também estão presentes em vegetais como linhaça, canola 
e soja (Rosell et al., 2005). É importante ressaltar que gestantes 
necessitam de maior ingestão de ômega-3 durante a gestação e lactação, 
por isso é recomendada suplementação de 300 mg/dia de DHA no período 
da gestação e cerca de 200 mg/dia de DHA durante a lactação 
(Simopoulos et al., 1999). A suplementação materna tornou-se necessária 
devido aos diversos efeitos benéficos atribuídos ao ômega-3 e 
principalmente por estes serem transferidos via placenta e serem 
incorporados às células do feto durante a gestação (Innis, 2003; Fleith e 
Candinin, 2005). Um aporte adequado de ômega-3 durante os períodos 
gestacional e pós-natal pode melhorar o desenvolvimento visual e do SNC 
do recém-nascido (Silva et al., 2007). 
Os AG ômega-6 e ômega-3 são necessários para o crescimento e o 
desenvolvimento normal do organismo (Innis 1991; Sellmayer e 
Koletzko, 1999) e atravessam eficientemente a BHE (Guest et al., 2013). 
O DHA e o AA são acrescidos ao cérebro durante o desenvolvimento, 
atuam como moduladores na função da membrana e participam dos 
processos de neurogênese e neurotransmissão. Estes AG são 
fundamentais para manutenção da estrutura e função do SNC e da retina 
(Neuringe et al., 1988; Innis, 2008; Hadders-Algra, 2010). Além disso, o 
DHA melhora a fluidez, flexibilidade e permeabilidade das membranas 
celulares (Wu et al., 2008). 
 A disponibilidade destes AG pode ser afetada por deficiências 
nutricionais (deficiênca de proteínas, carnitina e tocoferol) ou por excesso 
na produção de espécies reativas envolvidas em algumas doenças 
crônicas (Decsi et al., 1998; Infante e Huszagh, 2000). Uma das principais 
aplicações do EPA e do DHA é na prevenção de doenças cardiovasculares 
(Holub, 2003; Poudyal et al., 2011), embora o mecanismo exato ainda não 
seja conhecido. Sabe-se que estes AG causam supressão da resposta 
inflamatória e também exercem possível papel antioxidante (Huxley e 
Neil, 2003; Duda et al., 2007; Nodari et al., 2011).  
Muitos EIM apresentam risco aumentado para deficiência de AG 
ômega-3 (Giovannini et al., 1995), visto que os pacientes são tratados com 
dietas de restrição proteica. As principais fontes alimentares de AG 
também são ricas em proteínas e eliminadas da dieta, por isso estes 
pacientes possuem concentrações diminuídas de DHA (Vlaardingerbroek 
et al., 2006; Schuchardt et al., 2010). Além do seu papel estrutural e anti-
38 
 
 
 
inflamatório, AG ômega-3 apresentam efeitos antiagregante plaquetário, 
anti-hipertensivo e anti-hiperlipidêmico. Estes efeitos benéficos podem 
ser mediados por mecanismos diferentes, entre eles alterações na função 
e composição da membrana celular, na expressão gênica ou por atuarem 
como precursores de eicosanoides (Schuchardt et al., 2010). 
 
 
 
 
Figura 2. Metabolismo dos ácidos graxos (AG) das famílias n-6 e n-
3. Destaque para os ácidos eicosapentanoico (EPA) e docosahexanoico (DHA) 
sintetizados a partir do precurssor ácido alfa-linolênico (ALA) da família n-3. 
Adaptado de Perini et al., 2010.  
 
1.5 JUSTIFICATIVA  
 
Pacientes com DXB apresentam, entre outros sintomas, importante 
prejuízo neurológico e cognitivo. Embora muitos estudos apontem o 
envolvimento de diferentes mecanismos na tentativa de explicar a 
fisiopatologia do dano neurológico ela ainda permanece pouco 
esclarecida. Evidências indicam que os metabólitos acumulados na DXB 
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causam lesões ao DNA celular, e este dano pode ser um dos fatores que 
levam ao surgimento dos sintomas neurológicos. Pacientes com EIM 
apresentam diminuição dos níveis de AG ômega-3, que desempenham 
importante papel na manutenção da estrutura e função do SNC, além de 
possuírem efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. Levando-se em 
consideração a importância destes AG e o possível envolvimento do dano 
ao DNA com os danos neurológicos na DXB, torna-se de extrema 
importância estudar os efeitos da suplementação com ômega-3 durante o 
período gestacional (pré-natal) e durante o pós-natal sobre os danos ao 
DNA em ratos submetidos ao modelo de DXB induzido quimicamente. 
Assim, buscando uma melhor compreensão sobre a fisiopatologia do 
dano neurológico e contribuir com uma possível terapia adjuvante para o 
tratamento dos pacientes acometidos por esta doença.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da administração de 
AG ômega-3 em tratamentos pré e pós-natal sobre o dano ao DNA em 
cérebro da prole de ratos após a indução do modelo animal de DXB.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
a) Verificar o efeito da suplementação materna com AG ômega-3 
no período pré-natal sobre dano ao DNA em córtex cerebral, estriado e 
hipocampo da prole de ratos submetida a um modelo experimental de 
DXB. 
 
b) Verificar o efeito do tratamento pós-natal com AG ômega-3 
sobre o dano ao DNA em córtex cerebral, estriado e hipocampo da prole 
de ratos submetida a um modelo experimental de DXB. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS  
 
Os experimentos foram realizados na Universidade do Extremo 
Sul Catarinense. Todos os procedimentos experimentais foram realizados 
de acordo com as recomendações internacionais para o cuidado e uso de 
animais de laboratório, além das diretrizes para o uso de animais do 
Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 
Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense sob protocolo nº 
029-2014-02 (ANEXO A). 
Foram utilizados 30 ratos machos e fêmeas infantes (7 dias de 
idade) e 6 fêmeas adultas (60 dias de idade) da linhagem Wistar, obtidos 
do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais 
foram acondicionados em grupos de 5 animais por caixa, com ciclo claro-
escuro de 12 horas (07:00 às 19:00) e comida e água ad libitum. O 
ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1º C. Os filhotes foram 
mantidos com as mães até o desmame (21 dias).  
 
3.2 PREPARO DAS SOLUÇÕES 
 
3.2.1 Pool de aminoácidos de cadeia ramificada 
 
Uma solução de aminoácidos de cadeia ramificada, contendo 
leucina (190 mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L) foi 
preparada em solução salina (0,85 %). Os animais foram submetidos à 
administração crônica do pool de AACR (15,8 µL/g de peso corporal) ou 
salina (grupo controle), por 21 dias, duas vezes ao dia com intervalos de 
12 h, por via subcutânea (Bridi et al., 2006). 
 
3.2.2 Ácidos graxos ômega-3 
 
Foram utilizadas cápsulas comerciais de ômega-3 (Vitamed, 
Caxias do Sul, Brasil). Cada cápsula continha 125 mg de DHA e 188 mg 
de EPA dissolvidos em 1 mL de óleo de peixe, conforme descrito no 
rótulo pelo fabricante. 
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Neste estudo, foram utilizados dois protocolos de tratamento. No 
primeiro protocolo (pré-natal), as mães foram suplementadas (tratadas) 
com ômega-3 durante o período gestacional e os filhos foram submetidos 
ao modelo de DXB induzido quimicamente. Por outro lado, no segundo 
protocolo (pós-natal), as mães não foram tratadas durante o período 
gestacional e os filhos foram submetidos ao modelo de DXB induzido 
quimicamente e tratados com ômega-3. 
 
3.3.1 Tratamento pré-natal 
 
O período de acasalamento foi de aproximadamente 3 dias. Após, 
os machos foram retirados das caixas, permanecendo somente as fêmeas. 
As ratas gestantes foram suplementadas com AG ômega-3 ou água 
(controle), uma vez por dia, durante o período gestacional (± 21 dias). A 
dose de ômega-3 administrada foi de 0,8 g/kg de peso corporal (Ozyurt et 
al., 2007), administrada por via orogástrica. Após o nascimento dos 
filhotes, as ratas não foram mais suplementadas. Ratos infantes (7 dias de 
idade) receberam duas administrações diárias de um pool de AACR (15,8 
L/g de peso corporal) com intervalo de 12 horas entre as administrações, 
por via subcutânea no período de 21 dias (crônico) (Bridi et al., 2006). Os 
animais foram tratados até o 28º dia de vida. Doze horas após a última 
administração do pool de AACR, os animais sofreram eutanásia por 
decapitação com guilhotina e sem anestesia e as estruturas cerebrais 
hipocampo, estriado e córtex foram removidas e homogeneizadas em 
tampão PBS para realização do ensaio cometa (Figura 3).  
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Figura 3. Esquema de suplementação materna com ômega-3 em ratas 
gestantes e indução do modelo da doença da urina do xarope do 
bordo (DXB) na prole. Ratas gestantes (n=3 animais por grupo) receberam 
ômega-3 ou água por gavagem durante o período gestacional (1). Em (2) 
administração subcutânea do pool de aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) 
(7º ao 28º dia de vida) para indução de DXB na prole cujas mães foram tratadas 
com ômega-3 durante o período gestacional (n= 6 animais por grupo).  
 
3.3.2 Tratamento pós-natal 
 
Ratas grávidas não receberam nenhum tipo de tratamento durante 
o período gestacional. Após o nascimento da prole, os animais foram 
divididos em três grupos: 1) controle (salina), 2) DXB e 3) DXB + ômega-
3. Ratos infantes (7 dias de idade) receberam duas administrações diárias 
de um pool de AACR (15,8 L/g de peso corporal), com intervalo de 12 
horas entre as administrações, por via subcutânea no período de 21 dias 
(crônico) (Bridi et al., 2006) e foram tratados com ômega-3 (100 mg/kg 
de peso corporal) por via orogástrica, uma vez por dia, por 21 dias (El-
Ansary et al., 2011). Os animais do grupo controle receberam o mesmo 
protocolo de tratamento, porém foram administradas solução salina por 
via subcutânea e água por via orogástrica.  
Os animais foram tratados até o 28º dia de vida e doze horas após 
a última administração do pool de AACR os animais sofreram eutanásia 
por decapitação com guilhotina e sem anestesia e as estruturas cerebrais 
hipocampo, estriado e córtex foram removidas e homogeneizadas em 
tampão PBS para realização do ensaio cometa (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema de indução do modelo da doença da urina do 
xarope do bordo (DXB) em ratos infantes e tratamento pós-natal com 
ômega-3. A figura mostra a administração do pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) para indução de DXB ou salina (controle) por 21 dias (7° ao 
28° dia) em ratos Wistar e tratamento com ômega-3 ou água por via orogástrica 
também por 21 dias (n= 6 animais por grupo). 
 
3.4 ENSAIO COMETA  
 
O ensaio cometa alcalino foi realizado como descrito por Singh et 
al. (1988) com as modificações sugeridas por Tice et al. (2000). Amostras 
de 5 μL de homogeneizado de hipocampo, estriado ou córtex cerebral, em 
tampão PBS foram embebidos em 95 μL de agarose Low Melting Point 
0,75 % e adicionado a uma lâmina de microscópio (duas lâminas por 
amostra) que foi pré-revestida com 300 μL de agarose normal (1,5 %). 
Quando a agarose estava solidificada, as lâminas foram colocadas em 
tampão de lise [2,5 M de NaCl, 100 mM de ácido 
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5] com 
adição a fresco de solução contendo 1 % (v/v) de Triton X-100 e 10% 
(v/v) de dimetilsulfóxido (DMSO) a 4 ºC por um período mínimo de 1 
hora e máximo de 2 semanas. Após o tratamento com tampão de lise para 
permitir o desenovelamento do DNA, as lâminas foram incubadas em 
eletroforese alcalina (300 mM de NaOH e 1 mM EDTA, pH>13) por 20 
minutos. O DNA foi, em seguida, submetido à eletroforese durante 20 
minutos a 25 V (0,90 V/cm) e 300 mA. Cada passo foi realizado sob luz 
amarela indireta. Após a eletroforese, as lâminas foram lavadas três vezes 
em tampão de neutralização (0,4 M de Tris, pH 7,5) durante 5 minutos, 
enxaguadas três vezes em água destilada e colocadas para secar durante a 
noite à temperatura ambiente. As lâminas foram coradas com 50 μL de 
brometo de etídio (20 μg/mL), e as imagens de 100 células de cada animal 
selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas lâminas 
duplicadas) foram analisadas cegamente utilizando um microscópio de 
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fluorescência, equipado com um filtro de excitação de BP546/12 nm e um 
filtro barreira de 590 nm. 
A extensão do dano ao DNA foi avaliada utilizando o método de 
classificação visual de Collins (2004). As células foram avaliadas 
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o 
tamanho e forma da cauda (não danificadas de 0 a um dano máximo = 4), 
e um valor (índice de danos) foi atribuído a cada cometa de acordo com 
sua classe (Figura 5). Assim, o índice de dano variou de 0 (completamente 
intacta: 100 células × 0) para 400 (com dano máximo: 100 células × 4). 
O cálculo da frequência de danos (%) para cada amostra foi feito com 
base no número de células com cauda versus o número de células sem 
cauda, sendo expresso em porcentagem de danos das células (0-100 %). 
Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de 
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento.  De 
acordo com Collins (2004) e Tice et al. (2000), o dano celular causado 
por apoptose e/ou necrose pode não ser evidenciado pela técnica do teste 
cometa. Desta forma, as células que não apresentaram o formato 
requerido para classificação do ensaio cometa foram excluídas das 
lâminas analisadas para evitar possíveis erros de interpretação. 
 
 
 
Figura 5. Classificação das células pelo ensaio cometa. As células sem 
danos são classificadas como 0 (sem cauda cometa) e as com dano máximo ao 
DNA (máximo comprimento da cauda cometa) são classificadas como 4 
Adaptado de Heuser et al., 2007. 
 
3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão da 
média. Os ensaios foram realizados em duplicata, e foram utilizadas as 
médias para as análises estatísticas. O teste t de Student para amostras 
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independentes foi utilizado para comparações entre duas médias. Para 
comparações entre três médias foi utilizada análise de variância de uma 
via (ANOVA) seguida por teste post-hoc de Tukey. As diferenças entre 
os grupos foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05. 
Todas as análises foram realizadas em um PC compatível com 
computador IBM utilizando o programa estatístico aplicado as ciências 
sociais (SPSS) versão 20.0. 
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4 RESULTADOS 
 
Inicialmente foram investigados os efeitos do tratamento com 
ômega-3 em ratos cujas mães receberam suplementação com ômega-3 
durante o período pré-natal e em ratos que receberam tratamento com 
ômega-3 após o nascimento (pós-natal) sobre o possível efeito genotóxico 
ao DNA causado pelos AACR. Os resultados mostram que a 
suplementação com ômega-3 durante a gestação (pré-natal) não preveniu 
o aumento do ID e da FD ao DNA em hipocampo, estriado e córtex 
cerebral da prole de ratos com DXB (Figuras 6A e 6B).  
 
 
 
Figura 6.  Efeito da suplementação materna com ômega-3 durante o 
período gestacional (pré-natal) sobre o dano ao DNA em estruturas 
cerebrais da prole com doença da urina do xarope do bordo (DXB). 
O gráfico mostra em (A) o índice de danos ao DNA (ID) e em (B) a frequência 
de danos ao DNA (FD) em hipocampo, estriado e córtex cerebral da prole de ratos 
submetida a um modelo experimental de DXB. Os dados foram analisados por 
teste t de Student para amostras independentes e são expressos como média ± 
desvio padrão (n=6). Não houve diferença significativa entre os grupos. 
 
Este estudo também mostrou que a administração crônica de 
AACR (grupo DXB) causou aumento do ID e na FD ao DNA em 
hipocampo, estriado e córtex cerebral. Foi verificado também que o grupo 
DXB que recebeu tratamento com ômega-3 (DXB + ômega) após o 
nascimento apresentou diminuição do ID e da FD nas três estruturas 
cerebrais estudadas (Figuras 7A e 7B).  
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Figura 7. Efeito do tratamento pós-natal com ômega-3 sobre o dano 
ao DNA em estruturas cerebrais de ratos submetidos a um modelo 
experimental da doença da urina do xarope do bordo (DXB). O gráfico 
mostra em (A) o índice de danos ao DNA (ID) e em (B) a frequência de danos ao 
DNA (FD) em hipocampo, estriado e córtex cerebral de ratos. Os dados foram 
analisados por análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post 
hoc de Tukey e expressos como média ± desvio padrão da média (n=6). *p <0,05 
comparado ao grupo controle; # p<0,05 quando comparado ao grupo DXB.  
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5 DISCUSSÃO 
 
A DXB é uma doença cujos pacientes podem apresentar, além de 
outros sintomas, grave prejuízo ao SNC (Chuang e Shih, 2001). Embora 
os mecanismos subjacentes ao dano cerebral ainda sejam pouco 
esclarecidos, a leucina e o CIC são apontados como os metabólitos mais 
tóxicos na DXB e o aumento de suas concentrações plasmáticas parece 
estar associado com o surgimento de sintomas neurológicos (Snyderman 
et al., 1964; Chuang e Shih, 2001).       
Neste estudo um grupo de ratas grávidas recebeu administrações 
de AG ômega-3 durante o período gestacional e sua prole foi submetida 
a um modelo experimental de DXB. Outro grupo de animais infantes 
recebeu administrações de AG ômega-3 após o nascimento (pós-natal). 
Estes dois protocolos de tratamento foram aplicados para avaliar se os AG 
ômega-3 minimizarariam ou impediriam as alterações causadas pelos 
AACR ao DNA em estrututras cerebrais dos filhotes submetidos a um 
modelo experimental de DXB. Verificou-se que a suplementação materna 
com ômega-3 durante o período pré-natal não impediu a ocorrência do 
dano ao DNA nas estruturas cerebrais hipocampo, estriado e córtex 
cerebral da prole de ratos submetida ao modelo de DXB quimicamente 
induzido. Esses resultados divergem dos resultados encontrados por Sable 
et al. (2012), em que os autores sugerem que a suplementação materna 
com AG ômega-3 aliada a uma dieta pobre em micronutrientes, como a 
cobalamina (vitamina B12) e o ácido fólico, durante a gravidez e 
aleitamento protege os níveis das neurotrofinas fator neurotrófico 
derivado do cérebro (BDNF) e fator de crescimento do nervo (NGF) na 
prole de ratos. Rathod et al. (2014) mostraram que a prole de ratos cujas 
mães receberam suplementação durante a gestação e lactação com 
vitamina B12 e ômega-3 obtiveram melhora nos níveis de DHA e de 
BDNF no cérebro, com melhora no desempenho cognitivo devido à 
neuroplasticidade apresentada.  
Muitos autores têm destacado a importância da suplementação 
com AG ômega-3, principalmente com DHA, durante o período 
gestacional, já que este AG é rapidamente acumulado pelo feto nos três 
últimos meses de gestação (Clandinin, 1980a). Estudos pós-mortem 
mostraram que o feto acumula aproximadamente 70 mg/dia de DHA, 
durante o último trimestre da gravidez (Clandinin, 1980b). A ingestão 
materna de AG ômega-3, bem como as concentrações circulantes de 
DHA, são fatores determinantes para as concentrações deste AG no 
sangue fetal (Innis e Friesen, 2008). Assim, toda a quantidade de AG 
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ômega-3 acumulada pelo feto antes do nascimento é proveniente da 
circulação materna por meio da transferência placentária. Após o 
nascimento o aporte de AG ômega-3 se faz através do leite materno, desde 
que a amamentação seja exclusiva (Innis, 2003). A suplementação com 
ômega-3 durante a gravidez e lactação também previne parto prematuro, 
e traz efeitos benéficos no desenvolvimento visual e cognitivo do feto 
(Helland et al., 2003; Helland et al., 2006; Koletzko et al., 2007; 
Poniedzialek-Czajkowska, 2014). Também há evidências de que a 
suplementação com DHA pode reduzir o risco de morte perinatal e 
convulsões em recém-nascidos (Zhou et al., 2012).  
Grande parte dos estudos sobre suplementação materna com AG 
ômega-3 relatam seus benefícios sobre os filhos, sugerindo um efeito 
protetor sobre o SNC (Sable et al., 2012; Rathod et al., 2014). Embora os 
resultados do presente estudo não tenham corroborado essa afirmativa, 
vão ao encontro dos resultados obtidos em um estudo que avaliou o 
desenvolvimento neurológico após a suplementação com DHA em 
crianças pré-maturas e em neonatos nascidos a termo. Este estudo 
demostrou que a suplementação extraútero com DHA, em níveis 
semelhantes aos acumulados no útero, foi mais eficaz na melhoria do 
desenvolvimento neurológico das crianças pré-maturas quando 
comparada às crianças que receberam suplementação de DHA intraútero 
(mães receberam 800 mg/kg de DHA) a partir do segundo trimestre da 
gestação (Makrides, 2013).       
Em outro estudo foram avaliados os efeitos da suplementação 
materna com ômega-3 durante a gestação e a lactação, sobre o perfil 
lipídico das mães e dos filhos, e sobre o desenvolvimento visual e 
cognitivo dos filhos. Embora este estudo tenha demonstrado que a 
suplementação com ômega-3 melhorou o teor de AG em ambos, 
melhorando assim o perfil lipídico, esta suplementação não mostrou 
efeitos sobre os desenvolvimentos psicomotor e cognitivo dos filhos até 
os 12 meses de idade (Hurtado et al., 2015). 
É importante ressaltar que lesões ao DNA celular podem ser 
causadas por instabilidade genômica decorrente de processos 
inflamatórios crônicos (Niwa et al., 2010; Ohnishi et al., 2013; Kidane et 
al., 2014) e por dietas com desequilíbrio em nutrientes (Kvitko et al., 
2012). Neste contexto, a utilização do ômega-3 na gestação, período em 
que pode ocorrer deficiência de micronutrientes (Sable et al., 2012; 
Rathod et al., 2014) mostrou resultados positivos, principalmente no que 
diz respeito às neurotrofinas. Considerando-se que a maior parte dos 
estudos encontrados na literatura mostram efeitos benéficos da 
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suplementação materna com ômega-3 sobre a prole, sugere-se que o 
modelo proposto no presente estudo não obteve resultados benéficos 
devido a limitações, como o fato de que os filhotes não receberam um 
aporte adequado de ômega-3 pela lactação, pois as ratas foram tratadas 
somente durante o período gestacional. Adicionalmente, a baixa 
disponibilidade de DHA não preveniu o dano causado ao DNA celular 
pelos AACR acumulados na DXB.  
Os AG ômega-3 EPA e DHA são essenciais para o crescimento e 
desenvolvimento normais (Innis 1991; Sellmayer e Koletzko, 1999), bem 
como para manter a estrutura e a função do SNC e da retina (Neuringer et 
al., 1988). Está bem estabelecido que o DHA e o AA são acrescidos ao 
cérebro durante o desenvolvimento (Hadders-Algra, 2010) e que atuam 
como importantes moduladores na função da membrana, na neurogênese 
e na neurotransmissão. Tais efeitos benéficos ocorrem devido a 
capacidade que estes AG possuem em atravessar a BHE (Innis, 2007; 
Guest et al., 2013).  
Em relação à administração de ômega-3 no período pós-natal, os 
resultados do presente estudo mostraram que os AACR aumentaram 
significativamente a ID e o FD ao DNA em hipocampo, estriado e córtex 
cerebral da prole de ratos, observado pelo ensaio cometa, sugerindo que 
o acúmulo destes metabólitos na DXB causa dano ao DNA. Scaini et al. 
(2012b), utilizando o mesmo modelo animal de DXB do presente estudo, 
demonstraram que a administração aguda de AACR em ratos de 10 dias 
de idade causou dano ao DNA em hipocampo. Por outro lado, a 
administração crônica de AACR em ratos causou dano ao DNA em 
hipocampo e estriado, e a administração de antioxidantes NAC e DFX 
preveniu tais danos. Mescka et al. (2014), em um estudo in vitro 
utilizando plasma de pacientes com DXB, mostraram que houve dano ao 
DNA em todas as concentrações de leucina e CIC (100, 250, 500, 1000, 
2500 e 3000 μM) testadas. Neste mesmo estudo foi demonstrado que 
concentrações de L-carnitina acima de 90 μM e 120 μM reduziram o dano 
ao DNA. Recentemente, os mesmos autores mostraram a presença de 
dano ao DNA em amostras de sangue de pacientes com DXB que estão 
sob tratamento de restrição proteica, e que a suplementação de L-carnitina 
nestes pacientes por um período de até dois meses reverteu tal dano 
(Mescka et al., 2015a).  
Corroborando os achados acima descritos, no presente estudo 
verificou-se que o tratamento com ômega-3 após o nascimento em ratos 
submetidos a um modelo de DXB induzido quimicamente impediu o dano 
causado pelos AACR envolvidos nesta doença nas três estruturas 
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cerebrais estudadas. Este suposto efeito neuroprotetor pode ser atribuído 
ao fato dos AG ômega-3 EPA e DHA possivelmente apresentarem ação 
antioxidante (Huxley e Neil, 2003; Wu et al., 2004; Bazan, 2005). Os 
antioxidantes são substâncias que, em baixas concentrações, impedem ou 
evitam a oxidação de um determinado substrato oxidável (Halliwell e 
Gutteridge, 1995). Neste contexto, El-Ansary et al. (2011) demonstrou 
que ratos jovens submetidos à modelo de toxicidade por ácido propiônico 
apresentaram múltiplas alterações cerebrais avaliadas pela depleção dos 
neurotransmissores ácido gama-aminobutírico (GABA), serotonina 
(5HT) e dopamina (DA) e que o tratamento com ômega-3 (100 mg/kg) 
re-estabeleceu os níveis destes neurotransmissores.  
Recentemente, foi demonstrado, em modelo animal de convulsão 
induzido por pentilenotetrazol (PTZ), que as administrações única e 
combinada do anticonvulsivante levetiracetam (LEV; 30mg/kg i.p) e 
ômega-3 (200 mg/kg i.p) reduziram o déficit cognitivo causado por 
inflamação e diminuiu dano oxidativo e dano ao DNA em hipocampo de 
ratos jovens. Também foi observado que a combinação do ômega-3 com 
o LEV foi mais eficaz no controle das crises convulsivas, quando 
comparado à administração do LEV sozinho (Abdel-Wahab et al., 2015).  
O mecanismo pelo qual o ômega-3 apresenta propriedades 
antioxidantes ainda não está bem estabelecido, mas uma possível 
explicação para este efeito seria a presença da neuroprotectina D1, um 
mediador endógeno derivado do DHA, sintetizado pelo cérebro e pelas 
células epiteliais de pigmento da retina. Ela atua como um mediador de 
vias de sinalização responsável por promover sobrevivência celular, por 
impedir a ativação da via apoptótica sob condições de estresse oxidativo, 
e diminuir a ativação da caspase-3 efetora e a degradação do DNA 
(Bazan, 2005; Lukiv et al., 2005). Wu et al. (2004) sugerem que a dieta 
com ômega-3 (principalmente o DHA) pode atuar diminuindo a geração 
de espécies reativas, reduzindo o prejuízo cognitivo após a lesão cerebral 
traumática, ajudando o cérebro a preservar a fluidez e integridade das 
membranas celulares e promovendo a plasticidade sináptica.  
As células eucarióticas respondem à danos causados ao DNA 
através de proteínas cinases trandutoras e efetoras, que atuam como 
sensores de ponto de verificação, gerando sistemas de reparo (Nakanishi 
et al., 2009). Porém, o dano oxidativo ao DNA pode ser causado por 
exposições químicas ou biológicas crônicas, mesmo que em baixas doses, 
capazes de gerar aumento nos níveis de espécies reativas e dificultar os 
sistemas de reparo do DNA (Powell et al., 2005). Muitos autores relatam 
o envolvimento do estresse oxidativo na DXB, no qual foram observadas 
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redução na atividade de enzimas antioxidantes e aumento na produção de 
espécies reativas com consequente dano oxidativo em lipídeos, proteínas 
e DNA (Fontella et al., 2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005; 
Barchask et al., 2006; Mescka et al., 2011; Scaini et al., 2012b; Mescka 
et al., 2014; Mescka et al., 2015a). Desta forma, pode-se considerar a 
hipótese de que a administração crônica de AACR no modelo animal 
utilizado no presente estudo causou aumento na formação de espécies 
reativas, que pode ser considerada uma forma de agressão ao DNA 
celular. Também pode-se considerar que o tratamento com ômega-3 foi 
eficaz devido à sua possível ação antioxidante, visto que impediu a 
progressão dos danos causados ao DNA pelos metabólitos tóxicos da 
DXB. 
Sabe-se que os AG ômega-3 DHA e EPA diminuem o dano 
oxidativo, mas o mecanismo pelo qual este efeito acontece ainda não está 
totalmente descrito. Acredita-se que os AG ômega-3 possam melhorar a 
atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD, além de aumentar o 
poder antioxidante de redução do ferro e reduzir as concentrações séricas 
de malondialdeído, um produto final da lipoperoxidação (Tayyebi-
Khosroshahi et al., 2010). Deficiência de AG ômega-3, principalmente 
DHA, são observadas em pacientes com EIM (Giovannini et al, 1995), 
assim como o envolvimento do estresse oxidativo nestas doenças 
(Colome et al., 2000; Wajner et al., 2004; Sitta et al., 2011) que são 
apontados como um dos mecanismos envolvidos com o surgimento dos 
sintomas neurológicos. Se analisados em conjunto, estes achados 
reforçam a importância de novas estratégias terapêuticas para o 
tratamento da DXB e da necessidade de mais estudos acerca do papel 
antioxidante do ômega-3.  
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6 CONCLUSÃO 
 
Os resultados do presente estudo mostram que a suplementação 
materna com AG ômega-3 no período pré-natal não preveniu ou impediu 
o dano ao DNA nas estruturas cerebrais da prole com DXB. Por outro 
lado, o tratamento pós-natal com AG ômega-3 na prole de ratos com DXB 
impediu o dano ao DNA nas estruturas cerebrais. Com base nestes 
resultados, sugere-se que o ômega-3 apresentou efeito neuroprotetor 
devido a sua possível ação antioxidante, e por isso acredita-se que ele 
possa ser utilizado como uma terapia adjuvante ao tratamento utilizado 
na DXB, visto que os pacientes possuem acúmulo de metabólitos nos 
tecidos e fluidos corporais capazes de oxidar as biomoléculas.  
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ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais 
 
 
